













Die Enzymhistochemie stellt die enzyma-
tische Aktivität eines Proteins am nativen 
Gewebeschnitt dar und erlaubt so einen 
Einblick in die Zellfunktion [3, 4, 7, 9]. In 
der Diagnostik gastrointestinaler Motili-
tätsstörungen lässt sich enzymhistoche-
misch die Aktivität cholinerger Nerven-
fasern komplementär zu derjenigen der 
Dehydrogenasen der Nervenzellen des 
enteralen Nervensystems beurteilen. So 
kann eine funktionell relevante Aussa-




tät der cholinergen Nervenfasernetze der 
Muscularis mucosae und der Muscula-
ris propria sowie das Vorhandensein von 
cholinergen Nervenfasern im Stroma der 
Lamina propria.
Laktatdehydrogenase, Succinatdehy-
drogenase und Nitroxidsynthetase ent-
sprechen zytoplasmatischen und mito-
chondrialen Enzymen vor allem der Ner-
venzellen und erlauben die selektive fär-
berische Hervorhebung der Nervenzellen 
der Ganglien von Plexus submucosus und 
myentericus. Damit ist eine rasche semi-
quantitative Einschätzung des enterischen 
Nervenzellbesatzes möglich. Auch in der 
Schnellschnittsituation gelangt sie zur An-
wendung.
Die Picro-Siriusrot-Färbung stellt das 
kollagenfaserige Bewegungsgerüst der 
Muscularis propria dar und ermöglicht ei-
ne Aussage über dessen Architektur und 
somit über die strukturelle Voraussetzung 
zum peristaltischen Transport.
Diese Anleitung beschreibt detailliert 
alle enzymhistochemischen Färbungen 
zur Untersuchung gastrointestinaler Mo-
tilitätsstörungen, wie sie routinemäßig 
im Hirschsprung-Labor des Institutes für 
Pathologie am Universitätsspital Basel 
zur Anwendung gelangen. Die Metho-
dik wurde über 4 Jahrzehnte erprobt und 
technisch laufend verfeinert. Diese stan-
dardisierte und optimierte Färbetechnik 
garantiert reproduzierbare und vergleich-
bare Resultate.
In den letzten Jahren sind auch kom-
merzielle enzymhistochemische Reaktions-
kits verfügbar geworden (Districhem, 
Hohlweg 25, Ch-4104 Oberwil, E-Mail: 
districhem@bluewin.ch oder Bio-Opti-




Die Enzymhistochemie bildet die enzy-
matische Aktivität eines Proteins ab. Da 
die Enzymaktivität der meisten Proteine 
durch Formalinfixation und Paraffinein-
bettung verloren geht, basieren die Tech-
niken zur Untersuchung gastrointesti-
naler Motilitätsstörungen auf nativem, 
unfixiertem Gewebe. Darüber hinaus sind 
auch bei anderen Geweben Aussagen über 
deren Vitalität möglich (z. B. perakuter 
Myokardinfarkt, zerebraler Infarkt, endo-
krine Aktivitäten).
In der allgemeinen Routinediagnostik 
der Pathologie ist heute die Formalinfixa-
tion etabliert. Daher müssen die Einsender 
darüber informiert werden, dass zur spe-
ziellen Diagnostik gastrointestinaler Mo-
tilitätsstörungen native, unfixierte Biop-
sien erforderlich sind. Insbesondere muss 
für einen adäquaten gekühlten Transport 
zwischen Operationssaal oder Endosko-
pieeinheit und Pathologie gesorgt sein. Bis 
zu 6 Stunden ist eine Kühlung der nativen 
Biopsien auf Wassereis möglich. Falls die 
Transportdauer 6 Stunden überschrei-
tet, müssen die Biopsien auf Trockeneis 
(CO2, –80°C) tiefgefroren und in gefrore-
nem Zustand transportiert werden. Hier-
zu sollten wichtige Verpackungshinweise 
beachtet und ausreichend Trockeneis zu 
Verfügung gestellt werden. Die Infoboxen 
auf S. 99 zeigen ein Beispiel für eine Trans-
portinformation an die einsendenden Kli-





Die Herstellung der Biopsieschnitte soll-
te konstant nach diesem Protokoll erfol-
gen, um eine optimale Vergleichbarkeit 
der Resultate zu gewährleisten.
F		Montage der Biopsien mit wenig Tis-
sue-Tek® auf Kryostatträgern in Tro-
ckeneis (Biopsie nicht in Tissue Tek® 
einschließen, wegen elektrostatischem 
Aufrollen der Schnitte),
F		beim Auffrieren auf optimale Orien-
























F		ganze Biopsie in 15±1 µm dicke Kry-
ostatserienschnitte aufschneiden 
(Schnitte haben durch Ausbreitung 
auf Objektträger und Lufttrocknung 
eine Enddicke von etwa 4,5 µm),
F		für Laktatdehydrogenase-, Succi-
natdehydrogenase- und Nitroxid-
synthestase-Färbungen: je 3 Reihen 
mit je mindestens 10 Serienschnitten 
(.	Abb. 1),
F		Acetycholinesterase (mit und ohne 
Gegenfärbung) und Siriusrot-Fär-
bung: je 3 Reihen mit je mindestens 
6 Serienschnitten (Maximierung des 
Aussagewerts der Biopsie),
F		Schnitte lufttrocknen,
F		anschließend Schnitte sofort färben 
oder in geschlossener Box bei +4°C 
für wenige Tage lagern,
F		Achtung: nach Lagerung Schnitte bei 
+4°C vor dem Färben zuerst in ge-
schlossener Box (Kondenswasser!) et-
wa 15 min auf Raumtemperatur brin-
gen,
F		für lange Aufbewahrung Schnitte ein-
zeln eingeschweißt tiefgefroren bei 
–70°C lagern.
Aufteilung der Schnitte
Die Aufteilung der Schnitte ist schema-
tisch in der .	Abb. 2 dargestellt.
Auffrieren von Resektaten 
auf Kryostatträgern
Ist die Diagnose eines M. Hirschsprung bi-
optisch bestätigt, besteht gegenwärtig die 
Therapie der Wahl in der chirurgischen 
Resektion des aganglionären Darm-
segments. Proximal des aganglionären 
Darmabschnitts findet sich eine hypo-
ganglionäre Übergangszone mit spärlich 
entwickeltem Plexus myentericus, die sich 
auf bis zu 30 cm Länge erstrecken kann. 
Das hypoganglionäre Übergangssegment 
genügt nicht, um eine ausreichend funk-
tionsfähige Peristaltik zu bewirken, sodass 
die chirurgische Resektion die hypogang-
lionäre Übergangszone einschließen und 
bis zum normal innervierten proximalen 
(oralen) Darmabschnitt erfolgen sollte.
Die Aufarbeitung des resezierten 
Darms muss dieser Fragestellung Rech-
nung tragen und die Zunahme der 
Gangliendichte mit zunehmender Ner-
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kaudal nach kranial dokumentieren. Dies 
lässt sich am besten gewährleisten, indem 
das resezierte Kolon aufgerollt und auf 
diese Weise in Längsrichtung aufgefroren 
wird. Diese bewährte Rollentechnik er-
laubt einen idealen Überblick jeweils über 
10–15 cm Darmlänge pro Schnittpräparat. 
Bei sehr langen Resektaten sind zuweilen 
2–3 kaudokranial aufgerollte Darmseg-
mente erforderlich.
Zur Herstellung einer Darmrolle wird 
intertänial ein etwa 1–2 cm breiter Streifen 
der gesamten Darmwand über die gesamte 
Länge des Resektats entnommen. Nach 
Abpräparieren des subserösen Fett- und 
Bindegewebes wird der Darmstreifen von 
kaudal nach kranial standardisiert orien-
tiert aufgerollt. Diese Darmrolle wird an-
schließend mit Pinzetten gefasst, auf ei-
nen mit Tissue Tek® präparierten Kryos-
tatträger transportiert und auf Trocken-
eis aufgefroren (.	Abb. 3 a–e). Kryostat-
schnitte von 15 µm Dicke werden analog 
zu den diagnostischen Schleimhautbiop-
sien für die enzymhistochemischen Fär-
bungen hergestellt, um die Verteilung der 
Ganglien des Plexus myentericus und der 
Acetylcholinesterase-Aktivität beurtei-
len zu können. Dabei gewährt die Rollen-
technik eine optimale Übersicht. Es wer-
den immer alle 4 komplementären en-
zymhistochemischen Reaktionen durch-
geführt, die Laktatdehydrogenase (LDH) 
und Nitroxidsynthetase (NOS) sind in 
.	Abb. 3 a–e nicht gezeigt.
Für den postoperativen Verlauf sind 
vor allem die Befunde am proximalen Re-
sektatrand von Bedeutung, dieser wird da-







1.  Kryostatschnitte, 15 µm dick, auf Po-
lysine® (oder entfettete) Objektträ-
ger ausbreiten, ggf. mit einem fei nen 
Pinsel separieren, auftauen und luft-
trocknen. Die Schnitte können bei 4°C 
im Kühlschrank in einer verschließ-
baren Mappe/Box aufbewahrt werden 
(Schnitte verlieren durch Auftauen 
und Trocknen 70% ihres Volumens).
2.  Inkubation in Gebrauchsmedium bei 
37°C im Wasserbad, 90 min. Pro Bi-
opsie 2 Objektträger inkubieren; einer 
ist für die Variante mit der Kernfär-
bung vorgesehen.
3.  Spülen mit Aqua demin.
4.  Für die Schnitte mit Gegenfärbung: 
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 
abs. Alkohol), im zweiten abs. Alko-
hol 5–20 min stehen lassen.
5.  Die nicht gegenzufärbenden Schnitte: 
nach Aqua demin. fixieren in Phos-
phat-gepuffertem Formalin 4%, 
pH 7,0 während 20 min.









7.  Mit Medi-Mount® (Medite Best.-Nr. 
70–2100–30) überziehen und auf 
Heizplatte bei 60–70°C trocknen. 
Schnitte mit Pertex eindecken.
8.  Gegenfärbung (ab Punkt 4): di-
rekt aus dem Alkohol 1 min in Har-
ris Hämatoxylin (Medite Best.-Nr. 
41–1011–00) geben, spülen und bläu-
en in handwarmem Wasser (kurz).
9.  Auch die gegengefärbten Schnitte ins 
Aqua dest. stellen, mit Medi-Mount® 
überziehen und anschließend decken, 
wie Punkt 7. Die Gegenfärbung wird 
durch Medi-Mount® stabilisiert. Ohne 
Medi-Mount® verblasst die Gegenfär-
bung.
Herstellung von Gefriermedium
F		500 mg Acetylthiocholinjodid (Fluka 
01480) und
F		5,14 g wasserfreies Natriumacetat 
0,06 M (Merck 6268) in 725 ml Aqua 
dest. lösen,
F		1,43 g Tri-Natriumcitrat-2-hydrat 
0,1 M (Merck 6430) in 50 ml Aqua 
dest. lösen,
F		750 mg Kupfersulfat ×5 H2O 0,03 M 
(Merck 2790) in 100 ml Aqua dest. 
 lösen,
F		25 ml Iso-Ompa (löst sich sehr lang-
sam) [250 mg Iso-Ompa (Tetraiso-
propylpyrophosphoramid, Sigma 
Best.-Nr. T 1505, 250 mg) in 182 ml 
Aqua dest. vorlösen, im Kühlschrank 
haltbar],
F		etwa 7 Tropfen konzentrierte Essig-
säure zufügen, um den pH-Wert auf 
5,5–5,6 einzustellen,
F		25 Portionen à 36 ml tiefgefrieren.
Substrat ist mehrere Monate bei –20°C 
haltbar.
Gebrauchslösung
F		Medium unter fließendem warmem 
Wasser auftauen und auf etwa 37°C 
aufwärmen lassen,
F		4 ml Kaliumferrizyanid 0,005 M 
(Merck 4973) dem aufgetauten Me-
dium zusetzen (Stammlösung: z. B. 
165 mg/100 ml Aqua dest., bei 4 °C 
aufbewahren, mehrere Monate halt-
bar).
Laktatdehydrogenase (LDH)
Nach Hess [1, 5, 6].
1.  Kryostatschnitte, 15 µm dick, auf Po-
lysine® (oder entfettete) Objektträger 
wie bei der ACHE-Darstellung aus-
breiten, ggf. mit einem feinen Pin-
sel separieren, auftauen, lufttrock-
nen, Schnitt-Enddicke etwa 4,5 µm. 
Die Schnitte können bei 4°C im Kühl-
schrank in einer verschließbaren 
Mappe/Box aufbewahrt werden.
2.  Inkubation in aufgetautem Ge-
brauchsmedium LDH bei 37°C im 
Wasserbad, 5–10 min.
3.  Spülen mit Aqua demin.
4.  Fixieren in Phosphat-gepuffertem 4% 
Formalin, pH 7,0 während 20 min.
5.  Spülen in Leitungswasser und Aqua 
demin.
6.  Aufsteigende Alkoholreihe, Xylol und 
mit Pertex eindecken.
7.  Schnitte können auch aus dem Aqua 
demin direkt auf Heizplatte getrock-
net werden. Nach Xylol eindecken.
Herstellung von Gefriermedium
F		11,2 g Natrium-DL-lactat (Natrium-
Lactat Fluka 71720) 1,0 M in 300 ml 
Aqua dest.,
F		100 ml einer Lösung aus Natriumzya-
nid 0,1 M (Merck 106437) 1 g/200 ml 
mit 1 N HCl auf pH-Wert 7,2 einstel-
len,
F		100 ml einer Lösung von Magne-
siumchlorid Hexahydrat 0,05 M 
(2 g/200 ml),
F		250 ml PBS („phosphate buffered 
saline“ 0,01–0,025 molar), pH 7,4
F		oder Phospatpuffer (s. unten),
F		250 ml Tetranitroblau-Tetrazolium-
chlorid, 0,1%, wässrig (TNBT Fluka 
87961) 250 mg TNBT in 5 ml Dime-
thylformamid vorlösen und tropfen-
weise unter Rühren zu 250 ml Aqua 
dest. geben,
F		pH-Wert der Lösung auf 7,3–7,4 ein-
stellen,
F		20 Portionen à 50 ml tiefgefrieren.
Substrat ist mehrere Monate bei –20°C 
haltbar.
Gebrauchslösung
F		Medium unter fließendem warmem 
Wasser auftauen und auf etwa 37°C 
aufwärmen lassen,
F		Co-Enzym NAD (b-Nicotinamide 
adenine dinucleotide Fluka 43410) 
zugeben (100±10 mg, entspricht 





F		evtl. 1–2 ml TNBT-Lösung (250 mg 








1.  Kryostatschnitte, 15 µm dick, auf Po-
lysine® (oder entfettete) Objektträ-
ger ausbreiten, ggf. mit einem feinen 
Pinsel separieren, auftauen, lufttrock-
nen, Enddicke der Schnitte 4,5 µm. 
Die Schnitte können bei 4°C im Kühl-
schrank in einer verschließbaren 
Mappe/Box aufbewahrt werden.
2.  Inkubation in aufgetautem Ge-
brauchsmedium SDH bei 37°C im 
Wasserbad, 5–10 min.
3.  Spülen mit Aqua demin.
4.  Fixieren in Phosphat-gepuffertem 
4% Formalin, pH 7,0 während 20 min.
5.  Spülen in Leitungswasser.
6.  Aufsteigende Alkoholreihe, Xylol und 
mit Pertex eindecken.
Herstellung von Gefriermedium
F		13,5 g Natriumsuccinat (Fluka 14170), 
0,2 M,
F		250 ml PBS („phosphate buffered 
 saline“ 0,01–0,025 molar), pH 7,4
F		oder Phospatpuffer (s. unten),
F		500 ml Tetranitroblau-Tetrazolium-
chlorid, 0,1%, wässrig (TNBT Fluka 
87961. 500 mg TNBT in 10 ml Dime-
thylformamid vorlösen und tropfen-
weise unter Rühren zu 500 ml Aqua 
dest. geben),
F		pH 7,4–7,6 mit Phosphatpuffer-
Stammlösung [KH2PO4, 9,08 g/l (sau-
er) oder NaH2PO4×2H2O, 17,89 g/l 
(alkalisch)] einstellen,
F		20 Portionen à 50 ml tiefgefrieren.
Substrat ist mehrere Monate bei –20°C 
haltbar.
Gebrauchslösung
F		Medium unter fließendem warmem 
Wasser auftauen und auf etwa 37°C 
aufwärmen lassen,
F		1–2 Kleinspatelspitzen b-Nicotin-
amide adenine dinucleotide reduced 




F		evtl. 1–2 ml TNBT-Lösung (250 mg 




1.  Kryostatschnitte, 15 µm dick, auf Po-
lysine® (oder entfettete) Objektträger 
ausbreiten, ggf. mit einem feinen Pin-
sel separieren, auftauen, lufttrocknen, 
Enddicke der Schnitte 4,5 µm. Schnit-
te können bei 4°C im Kühlschrank 
in einer verschließbaren Mappe/Box 
aufbewahrt werden.
2.  Schnitte fixieren in 0,5% Paraform-
aldehyd in PBS bei 4°C, 12 min.
3.  Fixierte Schnitte 3-mal mit PBS spü-
len.
4.  Inkubation in aufgetautem Gebrauch-
medium NOS bei 37°C im Wasserbad, 
5–10 min.
5.  Spülen mit Aqua demin.
6.  Fixieren in Phosphatgepuffertem 
4% Formalin, pH 7,0 während 20 min.
7.  Spülen in Leitungswasser.




F		PBS („phosphate buffered saline“ 
0,01–0,025 molar), pH 7,4 oder Phos-
patpuffer ist in der Regel in Histologie-
labors gebrauchsfertig erhältlich.
F		0,5% Paraformaldehyd in PBS: 10 g 
Paraformaldehyd in 2000 ml PBS 
über Nacht bei Raumtemperatur an-
setzen, wiederholt schütteln, braucht 
etwa 24 h zum Lösen. Kann bis etwa 
1 Jahr im Kühlschrank gelagert wer-
den [evtl. eine 4%ige Stammlösung 
(durch Aufkochen lösen) herstel-
len, da Paraformaldehyd schwer lös-
lich ist. Diese Stammlösung dann für 
den Gebrauch 1:8 (10 ml Stocklösung/
70 ml PBS) zur Gebrauchslösung ver-
dünnen].
F		1000 ml PBS („phosphate buffered 
 saline“ 0,01 –0,025 molar), pH 7,4
F		oder Phospatpuffer (s. unten),
F		5 ml Tetranitroblau-Tetrazoliumchlo-
rid, vorgelöst (TNBT Fluka 87961. 
250 mg TNBT in 5 ml Dimethylform-
amid vorlösen und tropfenweise un-
ter Rühren zum PBS geben. Vorsicht: 
TNBT kann ausfallen),
F		20 Portionen à 50 ml tiefgefrieren.
Substrat ist mehrere Monate bei –20°C 
haltbar.
Gebrauchslösung
F		Medium unter fließendem warmem 
Wasser auftauen und auf etwa 37°C 
aufwärmen lassen.
F		2–3 Kleinspatelspitzen NADH, b-Ni-
cotinamide adenine dinucleotide re-




F		evtl. 1–2 ml TNBT-Lösung (250 mg 




1.  Kryostatschnitte, 15 µm dick, auf Po-
lysine® (oder entfettete) Objektträ-
ger ausbreiten, ggf. mit einem feinen 
Pinsel separieren, auftauen, lufttrock-
nen, Enddicke der Schnitte 4,5 µm. 
Die Schnitte können bei 4°C im Kühl-
schrank in einer verschließbaren 
Mappe/Box aufbewahrt werden.
2.  45–60 min fixieren in Fixierungsflüs-
sigkeit nach Delaunay.
3.  5 min färben in Coelestinblau, direkt 
aus Delaunay.
4.  2 min färben in Harris-Hämatoxylin 
(Medite Best.-Nr. 41–1011–00).
5.  Bläuen in handwarmem Wasser 
2 min.
6.  45–60 min färben in Picro-Siriusrot.
7.  96%, abs. Alk, mit Pertex eindecken.
Lösungen und Reagenzien
Delaunay. 
F		50 ml abs. Alkohol,
F		50 ml Aceton,
F		3 ml 1 M Trichloressigsäure, 
(5 g/30 ml Aqua dest., Merck 807).
Coelestinblau. 
F		45 g Eisenalaun,
F		in 900 ml Aqua dest. lösen,
F		4,5 g Coelestinblau (Celestine Blue, 
Aldrich 206342–5G, oder Sigma 
C-7143),
F		das Gemisch 8 min unter ständigem 
Rühren kochen (starke Schaumbil-
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dung), abkühlen lassen und filtrieren, 
126 ml Glycerin zugeben.
Diese Lösung ist nicht unbeschränkt halt-
bar. Sobald sie braun und wässrig er-
scheint, ist sie zu verwerfen.
Picro-Siriusrot. 
F		Siriusrot (Siriusrot F3 BA, Chroma-
Gesellschaft 1A 280, Cat. Nr. 35780) 
0,2% in gesättigter Pikrinsäure (15 g 
Pikrinsäure in 950 ml Aqua dest. lö-
sen). Lösung muss auf einem Satz un-
gelöster Pikrinsäure stehen.
F		Fertige Lösung zum Reifen 2 Tage ste-
hen lassen.
F		Siriusrot-Konzentration sehr genau 
einstellen. Die Lösung ist gut haltbar.
F		Wenn nur schwache Orangefärbung 
auftritt, ist die Pikrinsäure nicht ge-
sättigt (auf Pikrinsäurebodensatz ach-
ten). In diesem Fall mehr Pikrinsäure 
zugeben und 24 h stehen lassen.
Resultat
Kollagenes Bindegewebe rot, Muskulatur 
gelb, Kerne schwarzbraun.
Unbefriedigendes Ergebnis
Wird die Muskulatur bei der Färbung rot, 
sollte der Delaunay-Lösung mehr Trichlor-
essigsäure zugegeben werden. Trichlores-
sigsäure kann mit der Zeit zerfallen und 
wirkungslos werden. Ursache einer Rot-
färbung der Muskulatur kann auch eine 
zu geringe Pikrinsäurekonzentration ver-
ursachen, auf Pikrinsäurebodensatz der 
Siriusrot-Lösung achten.
Färbeprocedere für 




1.  Wasserbad (37°C) anschalten.
2.  Coenzyme aus dem Kühlschrank 
nehmen.
3.  Aliquots der Färbelösungen aus –25°C 
Kühlfach in fließendem kaltem Was-
ser auftauen.
4.  Tiefgekühlte Schnitte in geschlossener 
Präparatemappe oder -schachtel auf 
Zimmertemperatur bringen.
5.  Küvetten (Hellendahl- oder Coplin-
Küvette), Zylinder und Trichter be-
reitstellen.
6.  Paraformaldehyd herstellen: 70 ml 
PBS und 10 ml Paraformaldehyd-
Stammlösung.
7.  Delaunay-Lösung frisch herstel-
len: 50 ml abs. Alk. + 50 ml Aceton 
+ 0,3 ml Trichloressigsäure.
8.  Schnitte für Picro-Siriusrot-Färbung 
für mindestens 1 Stunde in Delaunay-
Lösung stellen.
9.  NOS-Schnitte für 12 min im Kühl-
schrank in Paraformaldehyd-Ge-
brauchslösung stellen.
10.  Trichter mit Filterpapier in Kapelle 
richten.
11.  Zu LDH-Lösung NAD (Fluka 43410) 
geben, Deckel drauf geben, mischen 
und Spatelspitze NADH zusetzen.
12.  Zu SDH-Lösung 2 kl. Spatelspit-
zen NADH (Fluka 43420) geben, 
 mischen.
13.  Zu NOS-Lösung 3 kl. Spatelspitzen 
NADH (Fluka 43420) geben, Deckel 
drauf, mischen.
14.  Wenn Wecker von Parafo-Fixierungs-
schritt klingelt: 3-mal mit PBS spülen.
15.  Zu ACE-Lösung: 4 ml Ferrizyanid-
Lösung geben, mischen, nicht filtrie-
ren.
16.  Nun alle Schnitte in die entspre-
chenden Färbelösungen geben und 
die Küvetten ins Wasserbad stellen. 
Färbedauer: LDH, SDH und NOS 
5–10 min, ACHE 90 min.
17.  Nach 5–10 min LDH, SDH und NOS 
stoppen: 3-mal mit Aqua demin. spü-
len, anschließend 4% Formalin und 
darin mindestens 20 min stehen las-
sen.
18.  Später auch die ACHE-Färbung stop-













































































19.  ACHE-Schnitte, die eine Kernfärbung 
erhalten sollen, nicht in Formalin ge-
ben. Nach 1-mal Aqua demin. mit 
70%, 96%, abs. Alkohol spülen. Im 
letzten Alkohol stehen lassen, min-
destens 20 min.
20.  Sirius färben: 5 min Celestinblau (fil-
triert) und 2 min Harris-Hämatoxylin 
(filtriert).
21.  Sirius-Schnitte nach Harris etwa 
2 min in kaltem Leitungswasser spü-
len und bläuen in lauwarmem Was-
ser.
22.  Anschließend mindestens 1 Stunde in 
Siriusrot-Farblösung (unfiltriert) fär-
ben.
23.  ACHE-Schnitte nach Alkoholfixie-
rung: direkt in Harris-Hämatoxy-
lin für etwa 1 min. Anschließend et-
wa 4 min kaltes Leitungswasser zum 
Spülen und Bläuen in lauwarmem 
Wasser.
24.  LDH-, SDH-, NOS-Färbungen durch 
aufsteigende Alkoholreihe ziehen und 
mit Pertex eindecken.
25.  ACHE-Schnitte mit und ohne Kern-
färbung in destilliertes Wasser stellen 
und daraus mit Medimount überzie-
hen (etwa 4 Tropfen) auf Heizplatte 
(etwa 70°C) trocknen. Anschließend 
mit Pertex eindecken.
26.  Sirius-Schnitte nach 1 Stunde Sirius-
rot: 96%, abs. Alkohol, abs. Alkohol, 
mit Pertex decken.
Puffer
Alternativ zur kommerziell erhältlichen 
Phosphat-gepufferten Kochsalzlösung 
(PBS) kann Phosphatpuffer selbst im eige-
nen Labor hergestellt werden.
Phosphatpuffer, 0,1 M, pH 7,0–7,5
F		Na2HPO4×2 H2O (17,89 g/l), reagiert 
alkalisch,
F		KH2PO4×2 H2O (13,89 g/l), reagiert 
saurer,
F		pH der Pufferlösung ggf. kontrollie-
ren.
Die beiden Lösungen je nach gewünsch-
tem pH mischen.
PBS (selbst hergestellt)
F		0,26 g Na2HPO4×1 H2O (1,9 mM),
F		1,44 g Na2HPO4×2 H2O (8,1 mM),
F		9,00 g NaCl (154 mM) in 900 ml 
Aqua dest. lösen,
F		pH 7,2 einstellen mit 1 M NaOH oder 
1 N HCl, mit Aqua dest. auf einen Li-
ter auffüllen.
Fazit für die Praxis
Die standardisierten und optimierten en-
zymhistochemischen Reaktionen zeich-
nen sich durch hohe Zuverlässigkeit und 
Reproduzierbarkeit aus. Sie sind uner-
lässliche Voraussetzung für die interins-
titutionelle Vergleichbarkeit der erho-
benen Resultate.
Die enzymhistochemischen Reaktionen 
für Acetylcholinesterase, Laktatdehydro-
genase, Succinatdehydrogenase und Ni-
troxidsynthetase bilden ein komplemen-
täres Set zur Beurteilung sowohl der cho-
linergen Nervenfasernetze als auch der 
Ganglien des enteralen Nervensystems. 
Es hat sich in der täglichen Praxis der  
Diagnostik der gastrointestinalen Motili-
tätsstörungen bewährt, immer simultan 
alle 4 Reaktionen als diagnostische Ein-
heit durchzuführen.
Die hier ausgeführte Aliquotierung der 
Stammlösungen minimiert den Aufwand 
für die individuelle Färbereaktion in der 
täglichen Routinediagnostik in idea-
ler, erprobter Weise. Für lediglich spora-
dische enzymhistochemische Untersu-
chungen können alternativ fertige Reak-
tionskits vorrätig gehalten werden (Dis-
trichem, Hohlweg 25, Ch-4104 Oberwil, 
E-Mail districhem@bluewin.ch; Bio-Opti-
ca, Via San Faustino 58, I-20134 Milano, 
http:/­/­www.bio-optica.it).
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